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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Proteine mrt f ibrinolytischen und gerinnungshemmenden Eigenschaften t die am N- und/oder 
C-terminalen Ende der Plasminogen aktivierenden Aminosauresequenz mit einer Thrombin und/oder Faktor Xa hem- 
s menden Aminosauresequenz verknupft sind, Plasmide zur Herstellung dieser Polypeptide sowie Thrombolytika, die als 
Wirkstoff ein derartiges Polypeptid enthalten. 

Eine Vielzahl schwerwiegender Erkrankungen ist auf den VerschluB arterieller oder vendser BIutgefaGe zuruckzu- 
fuhren. Zu diesen thrombotischen Erkrankungen gehfren Herzinfarkt, Hirninfarkt, Lungenembolie, tiefe Venenthrom- 
bose und periphere, arterielle VerschluGerkrankungen. Durch den VerschluB der BIutgefaGe wird die Versorgung des 
10 entsprechenden Gewebes mit Sauerstoff sowie der Austausch von Nahrstoffen und Metaboliten unterbrochen, so daft 
es zu irreversiblen Schaden des betreffenden Organs Oder Gewebes kommen kann. 

Der durch einen Thrombus hervorgerufene VerschluB eines BlutgefaBes bildet sich meist an einer arteriosWeroti- 
schen Lasion aus Fibrin, Thrombozyten und Erythrozyten unter Einwirkung verschiedener Enzyme des Blutgerinnungs- 
systems. Innerhalb der Enzymkaskade des Gerinnungssystems spielen Faktor Xa und Thrombin eine prominente Rolle. 
is Faktor Xa setzt als Bestandteil des Prothrombinase-Komplexes Prothrombin zu Thrombin urn. Thrombin kann alle wich- 
tigen Enzyme des Gerinnungsystems aktivieren, die Aggregation von Thrombozyten induzieren und zur Bildung eines 
Fibringespinstes durch Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin fuhren (Furie und Furie in New Engl. J. Med. 326. 800 
(1992)). 

Die Bildung von Thromben wird durch physiologische Antikoagulantien, beispielsweise Antithrombin III, aktiviertes 
20 Protein C und Tissue Factor Pathway Inhibitor, begrenzt Ein ma) gebildete Thromben kOnnen durch Einwirkung von 
kdrpereigenem Plasmin wieder aufgelGst werden. Plasmin entsteht aus einem inaktiven Proenzym, dem Plasminogen, 
das durch Plasminogenaktivatoren proteolytisch aktiviert wird. Die durch Plasmin hervorgerufene Thrombolyse wird 
therapeutisch genutzt, indem Patienten mit thrombotischen Erkrankungen, insbesondere Patienten mit aktutem Herz- 
infarkt, mit Plasminogenaktivatoren behandelt werden. Zur Zeit stehen fur diese Therapie Streptokinase, APSAC (Ani- 
25 solated Plasminogen Streptokinase Activator Complex), zweikettige Urokinase (UK), rekombinante, einkettige 
Urokinase (rekombinante Prourokinase) und Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) zur Verfugung (Collen und Lijnen in 
Blood 78, 3114 (1991)). In der EntwicWung befinden sich Fledermaus-Plasminogenaktivatoren (Gardell et al. in J. Biol. 
Chem. 264, 17947 (1989); EP 383 417), Staphylokinase (Schlott et al. in Bio/Technology 12, 185 (1994); Collen und 
Van De Werf in Circulation §1 1850 (1993)), der rekombinante Gewebeplasminogenaktivator BM 06.022 (Martin et al. 
30 in J. Cardiovasc. Pharm. 18, 1 1 1 (1991)) sowie die t-PA-Variante TNK-t-PA (Keyt et al. in Proc. Natl. Acad. Sci. 2L 3670 
(1994)). 

Streptokinase, ein Protein hamolytischer Streptokokken, aktiviert humanes Plasminogen, indem es einen Komplex 
mit Plasminogen bildet und dadurch das Plasminogen in eine aktive Konformation uberfuhrt Dieser Komplex selbst 
setzt freies Plasminogen zu Plasmin urn, welches dann wiederum das an Streptokinase gebundene Plasminogen spaitet 

35 Ahnlich wirkt auch Staphylokinase, ein aus Staphylococcus aureus gewonnenes Protein, das jedoch im Vergleich zu 
Streptokinase eine hOhere Fibrinspezifitdt besitzt. Eine Weiterentwicklung der Streptokinase ist APSAC, eine in-vitro 
hergestellte Verbindung aus Streptokinase und menschlichem Plasminogen. APSAC besitzt aufgrund einer chemischen 
Modrf ikation des aktiven Zentrums des Plasminogens eine gegenuber Streptokinase erhOhte biologische Halbwertszeit. 
Urokinase ist ein menschliches Protein, das in zwei Formen als proteolytisch aktives Protein aus Urin gewonnen 

40 werden kann: der hochmolekularen Urokinase (HUK) und der niedermolekularen Urokinase (LUK) (Stump et al. in J. 
Biol. Chem. 261. 1267 (1 986)). HUK und LUK sind aktive Formen der Urokinase, d. h. Zweikettenmolekule. Die Urokinase 
wird als einkettige Urokinase (Prourokinase) in verschiedenen Geweben gebildet und kann als Proenzym in geringen 
Mengen im menschlichen Blut nachgewiesen werden (Wun et al.in J. Biol. Chem. 257. 3276 (1982)). Die aktivierte Form 
der Prourokinase hat als HUK ein Molekulargewicht von 54 Kilodalton und besteht aus 3 Domanen: der amino-terminalen 

45 Growth-Factor-Domane, dem Kringel und der Serin-Protease-Domane (GOnzler et al.in Hoppe-Seyler's Z. Physiol. 
Chem. 362, 1 155 (1982); Steffens et al.in Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 3S2, 1043 (1982)). Obwohl Prourokinase 
und Plasminogen als Proenzyme vorliegen, ist die Prourokinase aufgrund einer intrinsischen Aktivitat in der Lage, Plas- 
minogen in aktives Plasmin umzuwandeln. Die voile Aktivitat erhait dieser Plasminogenaktivator aber erst, nachdem 
das gebildete Plasmin seinerseits die Prourokinase zwischen i^Lysin und 159 lsoleucin gespalten hat (Ujnen et al.in J. 

so Biol. Chem. 261 1253 (1986)). Die gentechnische Gewinnung von Urokinase in Escherichia coli wurde erstmals von 
Heyneker etal. beschrieben (Proceedings of the IVth International Symposium on Genetics of Industrial Microorganisms 
1 982). Unglycosilierte Prourokinase (Saruplase) wird unter Verwendung eines synthetischen Gens hergestellt (Brigelius- 
Floh6 et al.in Appl. Microbiol. Biotech. 36, 640 (1992)). 

t-PA ist ein im Blut und im Gewebe vorkommendes Protein mit einem Molekulargewicht von 72 Kilodalton. Dieser 

55 Plasminogenaktivator besteht aus 5 Domanen: der amino-terminalen Finger- Domane, der Growth-Factor-Domane, dem 
Kringel 1 , dem Kringel 2 und der Serin-Protease-Domane. Wie Prourokinase wird t-PA durch eine plasminkatalysierte 
Spaltung zwischen Kringel 2 und der Serin-Protease-Domane, d. h. zwischen 275 Arg und 27 6|le, in die aktive zweikettige 
Form uberfuhrt. In vitro-Studien und tierexperimentelle Ergebnisse weisen darauf hin, da 8 t-PA an Fibrin bindet und in 
seiner enzymatischen Aktivitat durch Fibrin stimuli ert wird (Collen und Lijnen in Blood ZS, 31 14 (1991)). Durch die Fibrin- 
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spezif rtat von t-PA sollte vermieden werden, daB Plasmin im gesamten Blutsystem gebildet und in der Folge nicht nur 
Fibrin, sondern auch Fibrinogen abgebaut wird. Eine solche systemische Plasminogenaktivierung sowie ein starker 
Abbau des Rbrinogens sind unerwunscht, da dies das Blutungsrisiko erhdht. Allerdings zeigte sich in der therapeuti- 
schen Praxis, daB die aus den praklinischen Studien abgeleiteten Erwartungen hinsichtlich der FibrinspezHitat von t-PA 
5 nicht erfullt werden. Aufgrund der kurzen biologischen Halbwertszeit von t-PA mussen hone Dosen infundiert werden, 
die trotz der Fibrinspezrfitat zu einer systemischen Plasminogenaktivierung fuhren (Keyt et al. in Proc. Natl. Acad. Sci. 
91 3670 (1994)). 

r-PA und TNK-t-PA sind t-PA-Varianten mit verbesserten Eigenschaften. Beim r-PA (BM 06.022) wurden die ersten 
drei t-PA-Domanen, d. h. die Fingerdomane, die Growth-Factor-Domane und der erste Kringel deletiert, so daB das 

ro verkurzte Motekul nur den zweiten Kringel und die Protease- Domane errthatt. r-PA wird gentechnisch in Escherischia 
coli hergestellt und ist nicht glykosyliert. Im Vergleich zu t-PA hat r-PA eine langere biologische Halbwertszeit und fuhrt 
schneller zur Reperfusion. In Tierexperimenten zeigte sich, daB r-PA als Bolus appliziert gleich wirksam ist wie eine t- 
PA-lnfusion (Martin et al. in J. Cardiovasc. Pharmacol. 18, 1 1 1 (1991)). 

Die t-PA-Variante TNK-t-PA unterscheidet sich von natOrlichem t-PA in drei Punkten: Austausch von 1 <»Threonin 

is gegen Asparagin, wodurch eine neue Glykosylierungsstelle entstanden ist; Austausch von ^Asparagin gegen Glut- 
amin, wodurch eine Glykosylierungsstelle errtfernt ist und Austausch der Sequenz zwischen 296 Lysin und 2 99Arginin 
gegen vier aufeinanderfolgende Alanin-Einheiten. Die Kombination dieser drei Mutationen ergibt ein Polypeptid mit hOhe- 
rer Fibrinspezrfrtat und langerer biologischer Halbwertszeit verglichen mit natOrlichem t-PA. Daruber hinaus ist TNK-t- 
PA wesentlich schlechter durch PAI-1 zu hemmen als naturliches t-PA (Keyt et al. in Proc. Natl. Acad. Sci. 9L 3670 

20 (1994)). Tierexperimentelle Ergebnisse, die mit einem Vorlaufer von TNK-t-PA erziert wurden, weisen darauf hin, daB 
sich TNK-t-PA zur Bolusapplikation eignet (Refino et al. in Thromb. Haemost. ZQ, 313 (1993)). 

Der Fledermausplasminogenakb'vator (bat-PA) kommt im Speichel der Fledermaus Desmodus rotundus vor. Dieser 
inzwischen auch gentechnisch hergestellte Piasminogenaktivator hat eine noch ausgepragtere Fibrinspezif rtat als t-PA 
und zeigt im Tierversuch eine verbesserte Thrombolyse bei erhOhter biologischer Halbwertszeit und verminderter syste- 

25 mischer Plasminogenaktivierung (Gardell et al. in Circulation 84, 244 (1991)). 

Bei der Behandtung thrombotischer Erkrankungen werden Plasminogenaktivatoren in der Regel zusammen mit 
einer antikoagulativen Substanz, beispielsweise Heparin, verabreicht. Dadurch wird eine bessere Thrombolyse erreicht 
als bei alleiniger Behandlung mit einem Piasminogenaktivator (Tebbe et al. in Z. Kardiol. £& Suppl. 3, 32 (1991)). Ver- 
schiedene Befunde aus der Klinik weisen darauf hin, daB parallel zur AuflGsung der Thromben eine erhOhte Gerinnungs- 

30 neigung auftrrtt (SzczeWik et al. in Arterioscl. Thromb. 12, 548 (1992); Goto et al. in Angiology 45, 273 (1 994)). Es wird 
angenommen, daB hierfur Thrombinmolekule verantwortlich sind, die im Thrombus eingeschlossen sind und bei der 
Auf losung des Gerinnsels wieder f reigesetzt werden. Deswerteren gibt es Hinweise, daB auch Plasminogenaktivatoren 
selbstdie Aktivierung von Prothrombin beschleunigen und damit der Thrombolyse entgegenwirken (Brommer und Meijer 
in Thromb. Haemostas. 2£L 995 (1993)). Antikoagulative Substanzen wie Heparin, Hirugen, Hirudin, Argatroban, Protein 

35 C und rekombinantes Tick Anticoagulant Peptide (TAP) kOnnen die verstarkte Reokklusionsneigung wahrend der Throm- 
bolyse unterbinden und damit den Erfolg der Lysetherapie verbessern (Yao et al. in Am. J. Physiol. 262 (Heart Circ. 
Physiol. St) H 347 - H 379 (1992); Schneider in Thromb. Res. S4, 667 (1991); Gruber et al. in Circulation 84. 2454 
(1991); Martin et al. in J. Am. Coll. Cardiol. 914 (1993); Vlasuk et al. in Circulation 84. Suppl. II-467 (1991). 

Einer der starksten Thrombininhibitoren ist das aus 65 Aminosauren bestehende Hirudin aus dem Blutegel Hirudo 

40 medidnales. Es gibt verschiedene Hirudin-lsoformen, die sich in einigen Aminosauren unterscheiden. Alle Hirudin-lso- 
formen blockieren sowohl die Anbindung des Thrombins an ein Substrat, beispielsweise Fibrinogen, als auch das aktive 
Zentrum des Thrombins (Rydel et al. in Science 249. 277 (1 990); Bode und Huber in Molecular Aspects of Inflammation, 
Springer, Berlin, Heidelberg, 103-115 (1991); Stone und Hofsteenge in Prot. Engineering 2, 295 (1991); Dodt etal. in 
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 366. 379 (1985). Daruber hinaus sind vom Hirudin abgelertete W ein ere Molekule bekannt, 

45 die ebenfalls thrombininhibitorische Aktivitat besitzen (Maraganore etal. in Biochemistry 29, 7095 (1990); Krstenansky 
et al. in J. Med. Chem. 30. 1688 (1987); Yue et al. in Prot. Engineering 5. 77 (1992)). 

Die Verwendung von Hirudin in Kombination mit einem Piasminogenaktivator zur Behandlung thrombotischer 
Erkrankungen ist in den europaischen Patentanmeldungen EP 328 957 und EP 365 468 beschrieben. Die Verwendung 
von Hirudin-Derivaten in Kombination mit einem Thrombolytikum ist aus der internationalen Patentanmeldung WO 

so 91/01 142 bekannt. 

Hirullin ist ein aus dem Blutegel Hirudo manillensis isoliertes Protein mit 61 Aminosauren. Hirullin gleicht in seiner 
Wirkung und Inhibitorstarke Hirudin, weicht jedoch in der Aminosauresequenz stark von Hirudin ab. Auch von Hirullin 
konnten kleinere MolekOle abgeleitet werden, die Thrombin sehr gut hemmen (Krstenansky et al. in Febs Lett. 269. 465 
(1990)). 

55 Desweiteren kann Thrombin auch durch ein Peptid gehemmt werden, das sich aus der amino-terminalen Sequenz 
des humanen Thrombinrezeptors ableitet (Vu et al. in Nature 253, 674 (1991)). Der Thrombinrezeptor enthait in der 
extrazelluiaren, amino-terminalen Region eine thrombinbindende Sequenz mit benachbarter Spaltstelle fur Thrombin. 
Diese Sequenz kann Thrombin hemmen, sofern die Spaltstelle durch einen Austausch von 42Serin in 42 Phenyla!anin 
maskiert ist 
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Bei Antistasin und TAP handett es sich urn Inhibitoren von Faktor Xa. Antistasin ist ein 119 Aminosauren umfas- 
sendes Protein aus dem Blutegel Haementeria ghiliani, das keine Sequenzhomologie mit Hirudin aufweist (Tuszynski 
et al. in J. Biol. Chem. 262. 9718 (1987); Nutt et al. in J. Biol. Chem. 2£1 10162 (1988); Condra et al. in Thromb. 
Haemostas. 6L 437 (1989)). Die rekombinante Herstellung von Antistasin wurde von Han et al. in Gene 75, 47 (1989) 
5 beschrieben. 

TAP ist ein 60 Aminosauren umfassendes Protein aus der Zecke Onithodoros moubata, das auch gentechnisch 
hergestellt werden kann. TAP bindet reversibel an Faktor Xa und wirkt dadurch der Bildung von Thrombin entgegen. In 
verschiedenen TTirombosemodellen erwies sich TAP als flhnlich wirksam wie Hirudin oder Heparin (Vlasuk in Thromb. 
Haemost. 70, 212 (1993); Schaffer et al. in Circulation 84. 1741 (1991)). 

10 Phaneuf etal. beschreibenin Thromb. Haemost. ZL 481 (1994) einen Komplex, der aus einer zufailigenchemischen 
Verknupfung von Streptokinase und Hirudin besteht. Die Fahigkeit, Plasminogen zu aktivieren, liegt jedoch bei diesem 
Streptokinase-Hirudin-Kbmplex urn den Faktor 8 unter der unmodif izierten Streptokinase. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand in der EntwicWung von Wirkstoffen zur Behandlung throm- 
botisch bedingter GefaGverschlusse, die innemalb sehr kurzer Zeit eine vollstandige Thrombolyse bewirken und gleich- 

15 zeitig den WiederverschluB der GefaBe nach zundchst erfolgreicher Thrombolyse verhindern. Ferner soli mit diesen 
Wirkstoffen eine systemische Plasminogenaktivierung vermieden werden. 

Es wurde nun gefunden, daB die an solche Wirkstoffe gestellten hohen Anfbrderungen von Proteinen mit f ibrinoly- 
tischen Eigenschaften erfOItt werden, die am N- und/oder C-terminalen Ende der Plasminogen aktivierenden Amino- 
sduresequenz eine Thrombin- und/oder Faktor Xa hemmende Aminosduresequenz besitzen. 

20 Gegenstand der Erfindung sind dementsprechend Proteine mit f ibrinolytischen und gerinnungshemmenden Eigen- 
schaften, die am N- und/oder C-terminalen Ende der Plasminogen aktivierenden Aminosauresequenz mit einer Throm- 
bin und/oder Faktor Xa hemmenden Aminosduresequenz verknupft sind, wobei soiche Proteine ausgeschlossen sind, 
in denen die Plasminogen aktivierende Aminosduresequenz 47 Ser bis 411 Leu der unglycosylierten Prourokinase am C- 
terminalen Ende mit einer Peptidsequenz der Formel 

25 

Ti-Arg-Pro-T2-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile- 
Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-T3 

30 

(SEQ ID NO: 1) 



35 oder 

Ti"Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu- 
40 Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu 
(SEQ ID NO:2) 



45 oder 



Tx-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-Ile-Asp-Glu- 
so Glu-Glu-Lys 

(SEQ ID NO: 3) 



mit Ti Pro oder Vai, T 2 Leu Oder eine direkte Bindung zwischen Pro und Gly und T3 Gin oder eine Hydroxylgruppe 
verkni^ft ist 

Bevorzugte Proteine mitftortnolytischen und gerinnungshemmenden Eigenschaften enthalten als Plasminogen akti- 
vierende Aminosduresequenz die unverdnderte Aminosduresequenz der Prourokinase, mindestens eine durch Dele- 



4 




EP0712 934 A2 



tion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz der Prourokinase. die unveranderte 
Aminosauresequenz der Urokinase, mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifi- 
zierte Aminosauresequenz der Urokinase, die unveranderte Aminosauresequenz des Gewebeplasminogenaktivators 
(t-PA), mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz von 

5 t-PA, die unveranderte Aminosauresequenz des Fledermaus-Plasminogenaktivators (bat-PA), mindestens eine durch 
Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz von bat-PA, und/oder die Amino- 
sauresequenz von Streptokinase, Staphytokinase und/oder APSAC. 

Die Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz in den erfindungsgemaBen Proteinen enthait insbesondere die 
unveranderte Aminosauresequenz von Prourokinase, mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder 

10 Addition modifizierte Aminosauresequenz der Prourokinase, die unveranderte Aminosauresequenz von t-PA und/oder 
mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz von t-PA. 
Besonders bevorzugt werden Proteine, deren Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz aus der unveranderten, 
aus 41 1 Aminosauren bestehenden Sequenz der Prourokinase, aus der Aminosauresequenz 4 ?Ser bis 41 1 Leu der Prou- 
rokinase, aus der Aminosauresequenz * 3»Ser bis 41 1 Leu der Prourokinase, aus der unveranderten, aus 527 Aminosau- 

is ren bestehenden Sequenz von t-PA, aus der Aminosauresequenz Ser-fi9Arg bis 527 Pro von t-PA und/oder aus der 
Aminosauresequenz i? 4 Ser bis 52 7 Pro von t-PA besteht. 

Die Thrombin und/oder Faktor Xa hemmende Aminosauresequenz der erfindungsgemaBen Proteine enthait vor- 
zugsweise mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirudin-Eigenschaften, mindestens eine vom humanen Thrombin- 
rezeptor abgeleitete Aminosauresequenz, mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirullin-Eigenschaften, Antistasin 

20 und/oder Tick Antikoagulant Peptide (TAP). Besonders bevorzugt enthait die Thrombin und/oder Faktor Xa hemmende 
Aminosauresequenz mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirudin-Eigenschaften, mindestens eine vom humanen 
Thrombinrezeptor abgeleitete Aminosauresequenz und/oder mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirullin-Eigen- 
schaften. 

Insbesondere enthait die Thrombin und/oder Faktor Xa hemmende Aminosauresequenz als Aminosauresequenz 
25 mit Hirudin-Eigenschaften die aus 65 Aminosauren bestehende Sequenz des Hirudins und/oder mindestens eine Ami- 
nosauresequenz der Formeln 



T4-Ile»Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu- 

Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Lys-Gly-Asn-Lys- 

Cys-Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Lys-Gly-Asn-Gln-Cys-Val-Thr« 

Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp- 

Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln 

(SEQ ID NO:4) 



und/oder 

als Aminosauresequenz, die sich vom humanen Thrombinrezeptor ablertet, mindestens eine Aminosauresequenz der 
Formeln 



30 



T 1 -Arg-Pro-T 2 -Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile- 
Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-T3 



(SEQ ID NO: 45) 



35 



und/oder 



so 



55 
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Tx-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu- 

Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu 

(SEQ ID NO:2) 



und/oder 



T5-Ser-Asn-Glu-Leu-Asp-Pro-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn- 
Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys- 
Gly-Pro-His-Met 
(SEQ ID NO: 5) 

und/oder 

als Aminosauresequenz mit Hirullin-Eigenschaften mindestens eine Aminosauresequenz der Formeln 

Ti-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-Ile-Asp-Glu- 
Glu-Glu-Lys 
(SEQ ID NO: 3) 



Ti-Arg-Pro-T2-Gly-Gly-Gly-Gly-Pro-Ser-Asp-Phe-Glu-Glu-Phe- 

Ser-Leu-Asp-Asp-Ile-Glu-Gln 

(SEQ ID NO: 6) 



In diesen Aminosauresequenzen steht fur Pro Oder Val. T 2 fOr Leu Oder eine direkte Bindung zwischen Pro und Gly, 
T3 fur Gin, eine Hydroxylgruppe Oder eine direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure, T 4 fur Met, lie Oder eine 
direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure und T 5 fur Met Oder eine direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure. 

Die Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz ist uber ihr N- und/oder C-terminales Ende mit einer Thrombin 
und/oder Faktor Xa hemmenden Aminosauresequenz direkt, Qber die Aminosaure Isoleucin Oder Ober eine Peptidse- 
quenz der allgemeinen Formeln 
Ser-X r X2-X3-X4-X5-X6-X7 (SEQ ID NO:7) 
oder 

lle-Ser-XrXrXa^-Xs-Xe-Xr (SEQ ID NO:8) 

verknupft Die Variablen der Bruckensequenzen haben folgende Bedeutungen: X1 Pro Oder Leu, X 2 Gly, Val Oder Pro, 
X3 Lys, Val, Arg, Gly oder G!u, X4 Ala, Val, Gly, Leu Oder lie, X 5 Gly, Phe, Trp, Tyr oder Val. Xe Gly, Pro oder eine direkte 
Bindung zu der benachbarten Aminosaure und X 7 lie Oder eine direkte Bindung zu der benachbarten Aminosaure. 

Im Vergleich zu bekannten Plasminogenaktivatoren, zu bekannten Mischungen aus einem Plasminogenaktivator 
und einem.Thrombininhibitor sowie zu dem bekannten Streptokinase-Hirudin-Komplex zeichnen sich die erf indungsge- 
maBen Proteine durch eine starkere f ibrinolytische Wirkung, verbunden mit uberraschend guten Thrombin inhibierenden 



und/oder 
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Eigenschaften aus. Daruber hinaus wird von den erfindungsgemaBen Polypeptiden Plasmaf ibrinogen in deutiich gerin- 
geren Mengen verbraucht. Die hieraus resultierende signif ikant hdhere Fibrinspezif itat, insbesondere auch im Vergleich 
zu den bekannten Mischungen eines Plasminogenaktivators und eines Thrombininhibitors, bewirkt, da (3 die Gerinnungs- 
fahigkeit des Blutes nur wenig beeinf luBt wird und die Gefahr von unkontrollierten Blutungen als mdgliche Komplikation 
5 eines systemischen Fibrinogenabbaus minimiert ist. Die hone Fibrinspezif itat der erfindungsgemaBen Proteine ermflg- 
licht somit Bolusapplikationen mit deutiich herabgesetzten Blutungsrisiko im Vergleich zu Bolusapplikationen bekannter 
Thrombolytika. 

Weiterer Erfindungsgegenstand sind dementsprechend Thrombolytika, die ats Wirkstoff ein erfindungsgemaBes 
Protein enthalten. 

10 Zur Behandlung thrombotisch bedingter GefaBverschlusse, beispielsweise Herzinfarkt, Hirnirrfarkt, peripherer, aku- 
ter ArterienverschluB, Lungenembolie und tiefe Bein- und Beckenvenenthrombose, werden 0.1 bis 1 mg pro kg eines 
erfindungsgemaBen Polypeptides benOtigt. Die erfindungsgemaBen Proteine kOnnen parenteral durch Bolusinjektion 
oder Infusion verabreicht werden. Erf indungsgemaBe Proteine, deren gerinnungshemmende Eigenschaften ausschlieB- 
lich auf thrombininhibierende Aminosauresequenzen oder auf Thrombin und Faktor Xa hemmende Aminosauresequen- 

15 zen zuruckzufflhren sind. eignen sich insbesondere zur Behandlung akuter Zustande, beispielsweise zur Behandlung 
des Herzintaktes. ErfindungsgemaBe Proteine, deren gerinnungshemmende Eigenschaften ausschlieBlich auf Faktor 
Xa hemmende Aminosauresequenzen zurQckzufOhren sind, eignen sich insbesondere zur Behandlung chronischer 
thrombotischer Erkrankungen, beispielsweise tiefe Venenthrombose Oder instabile Angina Pektoris. 

Die erfindungsgemaBen Thrombolytika enthalten neben mindestens einem erfindungsgemaBen Polypeptid Hirfs- 

20 stoffe, beispielsweise Tragermaterialien, LOsungsmittel, Verdunnungsmittel, Farbstoffe und Bindemittel. Die Auswahl 
dieser Hilfsstoffe sowie die einzusetzenden Mengen derselben hangt davon ab, wie das Arzneimrttel appliziert werden 
soil und bereitetdem Fachmann keinerlei Probleme. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Proteine erfolgt mittels gentechnischer Verfahren. Dazu werden die ent- 
sprechenden Gene aus synthetischen OligonuWeotiden in geeignete Plasmide cloniert und unter Kontrolle des trp- oder 

25 tac-Promotors, insbesondere unter Kontrolle des trp-Promotors, in Escherischia coli exprimiert. 

Erfindungsgegenstand sind dementsprechend auch Plasmide zur Verwendung bei der Herstellung erf indungsge- 
mSBer Proteine, deren Operon einen regulierbaren Promotor, eineals Ribosomenbindestelle wirksameShine-Dalgarno- 
Sequenz, ein Startcodon, ein synthetisches Strukturgen fur ein erfindungsgemaBes Protein und stromabwarts vom 
Strukturgen ein oder zwei Terminatoren aufweist 

30 Die Expression der erfindungsgemaBen Plasmide wird in Escherischia coli-Stammen, insbesondere in Escherischia 
coli-Stammen der Gruppe K 12, beispielsweise E. coli K 12 JM 101 (ATCC 33876), E. coli K 12 JM 103 (ATCC 39403), 
E. coli K 12 JM 105 (DSM 4162) und E. coli K 12 DH 1 (ATCC 33849) durchgefuhrt In der bakteriellen Zelle fallen die 
erfindungsgemaBen Polypeptide in hoher Ausbeute in EinschluBkdrpern an, in denen das Protein in denaturierter Form 
vorliegt. Nach Isolierung der EinschiuBkorper wird das denaturierte Protein proteinchemisch unter Einwirkung eines 

35 Redox-Systems in die gewunschte Tertiarstruktur zuruckgefaltet. 



Beispiele 



1. Darstellung, Isolierung und Reinigung erfindungsgemaBer Proteine 



40 



a) KJonierungsarbeiten 

Die Expressionsplasmide fur die gentechnische Herstellung der erfindungsgemaBen Polypeptide in Escherichia 
coli wurden in an sich bekannter Weise hergesteltt. Die Abfolge der einzelnen Herstellungsschritte ist in den 
Abbildungen 1 bis 17 dargestellt. Ausgangsprodukte der Plasmidherstellung waren die Plasmide pBlueskript 

45 KS II + (Firma Stratagene. Heidelberg), pUC8 und pSL1 190 (Fa. Pharmacia, Freiburg) sowie pGR201 . pGR201 

ist identisch mit dem in EP 408 945 und Appl. Microbiol. Biotechn. 36. 640 • 649 (1992) beschriebenen Plasmid 
pBF160. Die Restriktionsendonukleasen Band, BamHI, Claf, Hindi II, Ncol. Ndel, Nhel, Notl, Sad und Xbal 
sowie die DNA-modrfizierenden Enzyme, wie die alkalische Phosphatase, T4-Ligase, T4-Kmase und T7-Poly- 
merase, wurden von den Firmen Pharmacia, Stratagene, Boehringer Mannheim und Gibco (Eggenstein) bezo- 

so gen. Die Veranderungen der Plasmide wahrend ihrer Herstellung wurden durch Restriktionsanalyse und DNA- 

Sequenzierung Qberpruft. Die DNA-Sequenzierung wurde nach den Vorschrrften des Herstellers mit einer Rea- 
genziensammlung der Firma Pharmacia durchgefuhrt. Bei der Herstellung der Plasmide wurden verschiedene 
OligodesoxyribonukJeotide (Oligos) eingesetzt, deren Sequenzen zusammen mit den zugehOrigen Bezeich- 
nungen in Tabelle 1 angegeben sind. 

55 Die OligodesoxybonuWeotide wurden in detrithylierter Form im 0,1 |iMol-Ma8stab mit einem Synthesizer 

(Modell 391 ) der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt) nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung 
von p-cyanoethyl-geschutzten Diisopropylaminophosphoamiditen gefertigt. Je 100 pmol Oligodesoxyribonu- 
Weotid wurden in 50 mM Tri(hydroxymethyl)aminomethan/HCI (Tris/HCI), 10 mM Magnesiumchlorid und 5 mM 
Dithiothreitol bei einem pH-Wert von 7,5 mit einer Enzymeinheit T4-Kinase in Anwesenheit von 10 mM Aden- 
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osintriphosphat phosphoryliert und anschlieBend im gleichen Puffer zu doppelstrSngigen DNA-Molekulen 
umgeformt Die erhaltenen synthetischen, doppelstrftngigen DNA-MolekOle wurden durch Gelelektrophorese 
auf einem Polyacrylamidgel (5% Polyacrylamid) gereinigt und anschlieBend in die Ligation mit den entspre- 
chend vorbereiteten Plasmiden eingesetzt. Die Vorfoerertung der Plasmide durch Verdauung mit Restriktions- 
enzymen, Isolierung der entsprechenden Restriktionsfragmente und Dephosphorylierung der 5-Enden, die 
nachfolgende Ligation und die Transformation in E.coli K1 2 JM1 03 sowie alle weiteren gentechnischen Arbeiten 
wurden in an sich bekannter Weise durchgefOhrt und sind in Sambrook et al. "Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual", 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbour, USA, 1989 angegeben. 



Tabelle 1: 



Oligo 


Sequenz von 5' nach 3* geschrieben 


0 105 

SEQ ID NO: 9 


TATGAGCAAAACTTGCTACGAAGGTAACGGTCACTTCTACCGTG 
GTAAGGCTTCTACCGACAC 


0 106 

SEQ ID NO: 10 


CATGGTGTCGGTAGAAGCCTTACCACGGTAGAAGTGACCGTTAC 
CTTCGTAGCAAGTTTTGCTCA 


0 220 

SEQ ID NO: 11 


CGGTTAAGGCTTTCCCGAGGCCTGGTGGTGGTGGTAACGGTGAC 
TTCGAAGAAATCCCGGAAGAGTACCTGTGATAGGATCAA 


O 221 

SEQ ID NO: 12 


CTAGTTGATCCTATCACAGGTACTCTTCCGGGATTTCTTCGAAG 
TCACCGTTACCACCACCACCAGGCCTCGGGAAAGCCTTAACCGG 
GCT 
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0 265 

SEQ ID NO: 13 


CACCCGGCGGAGACGGCGGGCTCAGAGCCAGACCGTTTTCTTCT 
TTGGTGTGAGAACG 


0 27-1 

SEQ ID NO: 14 


TATGAGTAG T CCACCAGAAGAGC T 


0 27-2 

SEQ ID NO: 15 


GAGCTCTTCTGGTGGACTACTCA 


0 281 

SEQ ID NO: 16 


CGTCCGGGTGGTGGTGGTAACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGGA 
AGAATACCTGTAAG 


0 282 

SEQ ID NO: 17 


GATCCGTTCTCACACCAAAGAAGAAAACGGTCTGGCTCTGAGCC 
CGCCGTCTCCGCCGGGTGGTTTCCCG 


0 283 

SEQ ID NO: 18 


CTAGCTTACAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTCGAAGTCACCGTT 
ACCACCACCACCCGGACGCGGGAAAC 


0 306 

SEQ ID NO: 19 


ACGTAACCCGAATGACAAATACGAACCGTTCTGGGAAGATGAAG 
AGAAAGGGCCCCA 


0 307 

SEQ ID NO: 20 


CTAGATAAGGAGGAAATAATATGAGCAATGAACTTGACCCGCGT 
CCGTTCCTGCT 


0 308 

SEQ ID NO: 21 


CATTCGGGTTACGTAGCAGGAACGGACGCGGGTCAAGTTCATTG 
C TC ATAT TAT TTCCTCCT TAT 


0 309 

SEQ ID NO: 22 


TATGGGGCCCTTTCTCTTCATCTTCCCAGAACGGTTCGTATTTG 
T 


0 329 

SEQ ID NO: 23 


AAGAAATCCCGGAAGAATACCTGCAATAAG 


0 330 

SEQ ID N0:24 


CGGTTAAGGCTTGGGGACCGCGGCCGCTGGGTGGTGGTGGTAAC 
GGTGACTTCG 


0 331 

SEQ ID NO:25 


ACCACCACCCAGCGGCCGCGGTCCCCAAGCCTTAACCGGGCT 


0 332 

SEQ ID NO:26 


CTAGCTTATTGCAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTCGAAGTCACC 
GTTACC 


0 347 

SEQ ID NO: 27 


CGGTTGTTGCTTTCCCGC 


0 348 

SEQ ID NO:28 


GGCCGCGGGAAAGCAACAACCGGGCT 


0 572 

SEQ ID NO: 29 


CATGGTGTCGGTAGAAGCCTTACCACGGTAGAAGTGGCCGTTAC 
CTTCGTAGCAAGTTTTA 


0 573 

SEQ ID NO: 30 


GAGATCTGCAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTCGAAGTCACCGTC 
GTTGTGAGATTCC 
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0 574 

SEQ ID NO: 31 


GGTTTCGGAGTACCTTCACCAGTAACGACCTGGTTACCTTTACC 
GTCG 


0 575 

SEQ ID NO: 32 


GATCCGACGGTAAAGGTAACCAGTGCGTTACTGGTGAAGGTACT 
CCGAAACCGGAATCTCACAACGACG 


0 576 

SEQ ID NO: 33 




0 577 

SEQ ID NO: 34 


GTGAC T T C GAAGAAAT C CC G GAAGAAT AC C T GC AG AT C T r T A A A 
ACTTGCTACGAAGGTAACG 


0 583 

SEQ ID NO: 35 


GCAAACGTTAGAACCTTCGCACAGGCACAGGTTCTGACCAGATT 
CAGTGCAGTCAGTGTACGTAATCA 


0 584 

SEQ ID NO: 36 


GATCCCAGGATGCATTTGTTACCTTTACC 


0 585 

SEQ ID NO: 37 


GAAGGTTCTAACGTTTGCGGTAAAGGTAACAAATGrATCCTGG 


0 586 

SEQ ID NO: 38 


TATGATTACGTACACTGACTGCACTGAATCTGGTCAGAACCTGT 
GCCTGTGC 


0 616 

SEQ ID NO: 39 


CTAGCTTATTGTTCAATGTCGTCCAGAGAGAATTCTTCGAAGTC 
GCTCGGACCACCACCACCC 


0 617 

SEQ ID NO: 40 


GGCCGGGTGGTGGTGGTCCGAGCGACTTCGAAGAATTCTCTCTG 
GACGACAT TGAACAATAAG 



b) Herstellung von Dauerkufturen und Fermentation 

Die rekombinanten Expressionsplamide pHW56 (M 43), pWLT27 (M 51), pWS1 (M 51 1 2), pSE8 (M 36) wurden 
in E.coli K12 JM103 (ATCC 39403) eingebracht und auf Standard- l-Nahragar (Firma Merck, 150 mg/l Ampicillin) 
ausgestrichen (Sambrook et al. "Molecular Cloning: A Laboratory Manual"). Jeweils eine einzelne Kolonie einer 
jeden Transformation wurde in Standard-I-Nahrbouillon (Fa. Merck, pH 7,0; 150 mg/l Ampicillin) bei 20°C bis 
zur optischen Dichte (OD) von 1 bei 578 nm kultrviert, in Portion en von 2 ml als Dauerkultur unter Zusatz von 
Dimethylsulfoxid (DMSO) (7,5 % Endkonzentration) bei -70°C eingefroren und aufbewahrt. Zur Gewinnung der 
erfindungsgemaBen Polypeptide wurde jeweils 1 ml einer jeden Dauerkultur in 20 ml Standard-I-Nahrbouillon 
(pH 7,0; 150 mg/l Ampicillin) suspendiert und bei 37°C bis zur OD von 1 bei 578 nm kultrviert. 

AnschlieBend wurde die gesamte Menge der erhaltenen Kultur in 1 1 Standard-I-Nahrbouillon (pH 7,0; 150 
mg/l Ampicillin) suspendiert und in SchQttelkolben bei 37°C fermentiert. Die Induktion erfolgte durch Zusatz 
von 2 ml Indolacrylessigsdurelosung (60 mg in 2 ml Ethanol) bei einer OD von 0,5 bis 1 bei 578 nm. 

c) Expresslonstestung 

Zur Testung der Expressionsrate wurden unmittelbar vor der Induktion und jede Stunde nach der Induktion 
(insgesamt 6 Stunden) Zellen entsprechend 1 ml einer Zellsuspension mit einer OD von 1 bei 578 nm zentri- 
fugiert. Die sedimentierten Zellen wurden mit Lysozym (1 mg Lysozym pro ml in 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,0. 
50 mM EthylendiamintetraessigsSure (EDTA) und 15 % Saccharose) aufgeschlossen. Das Homogenat der 
lysterten Zellen wurde in 4 - 5 M Guanidiniumhydrochloridlosung solubilisiert und nach Verdunnen auf 1,2 M 
Guanidiniumhydrochlorid unter Zusatz eines Reduktionsmittels (Glutathion Oder Cystein) 2 - 5 Stunden der 
Ruckfattungsreaktion unterworfen (Winkler et aL, Biochemistry 25 4041 bis 4045 (1986)). Die erhaltenen ein- 
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kettigen erfindungsgemaBen Polypeptide wurden durch Zugabe von Plasmin indie entsprechenden zweiketti- 
gen MoIekOIe umgewandelt, deren Aktivrtat mit dem chromogenen Substrat pyro-Glu-Gly-Arg-p-nitroanilid 
bestimmt wurde. Die Aktivierung der erfindungsgemaBen Polypeptide mit Plasmin erfolgte in 50 mM Tris/HCI- 
Puffer, 12 mM Natriumchlorid, 0,02 % Tween 80 bei pH 7,4 und 37°C. Das Verhaitnis erfindungsgemaBes Poly- 

5 peptid zu Plasmin lag bei etwa 8.000 - 36.000 zu 1 , bezogen auf Enzymeinheiten. Die Testinkubation erfolgte 

in 50 mM Tris/HCI-Puffer und 38 mM Natriumchlorid bei pH 8,8 in Gegenwart von 0,36 nM Aprotinin (zur Hem- 
mung des Plasmins) und 0,27 mM Substrat pyro-Glu-Gly-Arg-p-nitroanilid bei 37°C. In Abhangigkeit von der 
Konzentration an erfindungsgemaBem Polypeptid wurde die Reaktion nach 5 bis60-minutiger Inkubation durch 
Zusatz von 50 %-iger Essigsdure gestoppt und die Extinktion bei 405 nm gemessen. GemaB den Angaben des 

10 Herstellers des Substrats (Kabi Vitrum, Schweden) entspricht bei dieser Vorgehensweise eine Extinktionsan- 

derung von 0,05 pro Minute bei 405 nm einer Urokinase-Aktivitat von 25 Ploug-Einheiten pro ml TestlOsung. 
Die erfindungsgemaBen Polypeptide wiesen spezif ische Aktivitaten zwischen 1 20.000 und 1 55.000 Ploug-Eln- 
herten pro mg Protein auf. Der Proteingehalt der LOsungen wurde mit dem BCA- Assay der Firma Pierce 
bestimmt. 

15 

d) Isolierung und Reinigung 

Nach 6 Stunden wurde die unter den in 1b) beschriebenen Bedingungen durchgefuhrte Fermentation beendet 
(Dichte 5 - 6 OD bei 578 nm), und die Zellen wurden durch Zentrifugation gewonnen. Das Zel Is ediment wurde 
in 200 ml Wasser resuspendiert und im Hochdruckhomogenisator aufgeschlossen. Nach erneuter Zentrifuga- 
20 tion wurde der Niederschlag, der die gesamte Menge an einkettigem, erfindungsgemaBem Polypeptid errthielt, 

in 500 ml 5 M Guanidiniumhydrochlorid, 40 mM Cystein, 1 mM EDTA bei einem pH-Wert von 8,0 gelGst und 
mit 2000 ml 25 mM Tris/HCI mit einem pH-Wert von 9,0 verdunnt. Die Ruckfaltungsreaktion war nach ca. 12 
Stunden abgeschlossen. 

Die erhaltenen erfindungsgemaBen Polypeptide wurden nach Zusatz von 8 g Kieselgel durch 2-stundiges 
25 Ruhren vdlstandig an Kieselgel gebunden. Das beladene Kieselgel wurde abgetrennt und mit Acetat-Puffer 

(pH 4,0) gewaschen. Die Polypeptide wurden mit 0,5 M Trimethylammoniumchlorid (TMAC) in 0,1 M Acetat- 
Puffer (pH 4) eluiert. Nach zwei chromatographischen Trenhungen (Kupfer-Chelat-Saule und Kationenaus- 
tauscher) wurden die Polypeptide in reiner Form erhalten. Durch N-terminale Sequenzanalyse wurde die Ein- 
kettigkert nachgewiesen. 

30 Alle isolierten erfindungsgemaBen Polypeptide, deren Aminosduresequenzen in den Abbildungen 18 bis 

21 angegeben sind, zeigten in einem direkten Aktivitatstest mit dem chromogenen Substrat fur Urokinase keine 
Oder nur sehr geringe Aktivitat (unter 1 %). Erst nach Spaltung mit Plasmin (Bedingungen sind in Abschnitt 1 c) 
angegeben) wurde die voile Enzymaktivitdt erhalten. Die erfindungsgemaBen Polypeptide wurden demnach in 
E.coli K12 JM103 als einkettige Proteine exprimiert. 

35 

2. Bestimmung der thrombinhemmenden Wirkung 

Die Inhibitoraktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide wurde durch Messung der Thrombinzeit bestimmt, indem 
200 uJ einer 1 : 1 0 VerdOnnung an humanem Citratplasma in Veronalpuffer mit 50 uJ ThrombinlOsung (0,2 Einheiten) 
und 50 fil einer wdBrigen LOsung enthaltend 0,5 - 50 (xg eines erfindungsgemaBen Polypeptides gemischt wurden. 
40 Dann wurde die Zeit bis zur Bildung eines Fibringespinnst gemessen. In Tabelle 2 sind die gemessenen Hemmfak- 
toren aufgefuhrt, die die Veriangerung der Thrombinzeit in Anwesenheit eines erfindungsgemaBen Polypeptides 
angeben. 



45 



Tabelle 2 





Veriangerung der Thrombinzeit durch erfindungsgemaBe Polypeptide 


50 


erfindungsgemaBes Polypeptid 


Hemmfaktor 1 ) 




M51 


1,2 




M5112 


3,0 




M36 


2,8 


55 


M43 


1,2 



1} bezogen auf die Wirkung von 5 ug Protein 

Hemmfaktor = Quotient aus der Thrombinzeit in Anwesenheit eines Inhfo- 
rtors und aus der Thrombinzeit in Abwesenhett eines Inhtoitors 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE AN GAB EN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Gruenenthal GmbH 
10 <B) STRASSE: Zieglerstrasse 6 

<C) ORT: Aachen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 52078 

(G) TELEFON: 0241/5692599 

(H) TELEFAX: 0241/5692544 

15 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Proteine mit fibrinolytischen und 
gerinnungshemmenden Eigenschaf ten 

(iii) AN 2 AH L DER SEQUENZEN: 44 

20 (xv) COMPUTER- LES BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRI EBSSYSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

25 (v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER: 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ KENNZ EI CHEN : 
30 (A) LANGE: 21 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEK0LS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS : C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 
40 (B) LAGE:<1..21 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note= M Pos 1: Xaa = Pro, Val 

Pos 4: Xaa = Leu, Peptidbindung 
Pos 21: Xaa = Gin, Hydroxylgruppe. r 



(Xi) SEQUENZ BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 1: 

Xaa Arg Pro Xaa Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe Glu Glu He Pro 
15 10 15 

Glu Glu Tyr Leu Xaa 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: < 
(i) SEQUENZ KENNZEI CHEN : 
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(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-3ite 

(B) LAGE:1..2 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note= "Pos 1: Xaa = Pro, Val" 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 2: 

Xaa Arg Pro Phe Leu Leu Arg Asn Pro Asn Asp Lys Tyr Glu Pro Phe 
1 5 10 15 

Trp Glu Asp Glu Glu Lys Asn Glu 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminos a ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:1..2 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "Xaa" 
/label= Xaa 

/note=* "Pos 1: Xaa = Pro, Val" 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 3: 

Xaa Arg Pro Ser Ser Glu Phe Glu Glu Phe Glu lie Asp Glu Glu Glu 

15 10 15 

Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 66 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:1..21 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / p roduct= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note= "Pos 1: Xaa = Met, lie, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Xaa lie Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gin Asn Leu Cys Leu 
15 10 15 

Cys Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Lys Gly Asn Lys Cys lie Leu Gly 
20 25 30 

Ser Asp Gly Lys Gly Asn Gin Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr Pro Lys 
35 40 45 

Pro Glu Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu Glu lie Pro Glu Glu Tyr 
50 55 60 

Leu Gin 
65 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Aminosauren 

(B) ART: Aminos Sure 
<C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:1..2 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note- "Pos 1: Xaa = Met, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Xaa Ser Asn Glu Leu Asp Pro Arg Pro Phe Leu Leu Arg Asn Pro Asn 
15 10 15 

Asp Lys Tyr Glu Pro Phe Trp Glu Asp Glu Glu Lys Gly Pro His Met 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS : C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) HAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:1..5 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note= "Pos 1: Xaa = Pro, Val 

Pos 4: Xaa = Leu, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Xaa Arg Pro Xaa Gly Gly Gly Gly Pro Ser Asp Phe Glu Glu Phe Ser 
15 10 15 

Leu Asp Asp lie Glu Gin 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) , ART: Aminosaure 
30 (C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 

35 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLOSSEL : Modif ied-site 

(B) LAGE : 2 . .5 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "Xaa" 
/label= Xaa 
/note= "Pos 2: Xaa = Pro, Leu 

Pos 3: Xaa = Gly, Val, Pro 

Pos 4: Xaa = Lys, Val, Arg, Gly, Glu 

Pos 5: Xaa = Ala, Val, Gly, Leu, He 

45 (ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:6..8 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note= "Pos 6: Xaa = Gly, Phe, Trp, Tyr, Val 
50 Pos 7: Xaa = Gly, Pro, Peptidbindung 

Pos 8: Xaa = He, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
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Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 5 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminos a ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Peptid 
(v) ART DES FRAGMENTS: C-Terminus 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:3..6 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "Xaa" 
/labels Xaa 

/note= "Pos 3: Xaa = Pro, Leu 

Pos 4: Xaa = Gly, Val f Pro 

Pos 5: Xaa = Lys, Val, Arg, Gly, Glu 

Pos 6: Xaa = Ala, Val f Gly, Leu, lie 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:7..9 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "Xaa" 
/label= Xaa 

/note** "Pos 7: Xaa = Gly, Phe, Trp, Tyr, Val 
Pos 8: Xaa = Gly, Pro, Peptidbindung 
Pos 9: Xaa = lie, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 8: 

lie Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) .LANGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo O105" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 9: 
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TATGAGCAAA ACTTGCTACG AAGGTAACGG TCACTTCTAC CGTGGTAAGG CTTCTACCGA 60 

5 CAC 63 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 65 Basenpaare 
W (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
75 NuJcleotidsequenz fuer Oligo O106" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(xi) S EQU EN Z BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

CATGGTGTCG GTAGAAGCCT TACCACGGTA GAAGTGACCG TTACCTTCGT AGCAAGTTTT 60 

GCTCA 65 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
30 (A) LANGE: 83 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Sonstige Nucleinsaure 
35 (A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 

Nukleotidsequenz fuer Oligo O220" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

40 



20 



25 



(xi) SEQUENZ BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 11: 
45 CGGTTAAGGC TTTCCCGAGG CCTGGTGGTG GTGGTAACGG TGACTTCGAA GAAATCCCGG 60 

AAGAGTACCT GTGATAGGAT CAA 83 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 91 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Syhthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0221" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CTAGTTGATC CTATCACAGG TACTCTTCCG GGATTTCTTC GAAGTCACCG TTACCACCAC 
CACCAGGCCT CGGGAAAGCC TTAACCGGGC T 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i> SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 58 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0265" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
CACCCGGCGG AGACGGCGGG CTCAGAGCCA GACCGTTTTC TTCTTTGGTG TGAGAACG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 027-1" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
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TATGAGTAGT CCACCAGAAG AGCT 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) S EQUEN Z KENN Z EI CH EN : 

(A) lANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 027-2" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 15: 
GAGCTCTTCT GGTGGACTAC TCA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 58 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0281" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 16: 
CGTCCGGGTG GTGGTGGTAA CGGTGACTTC GAAGAAATCC CGGAAGAATA CCTGTAAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 70 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0282" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISENSE: NEIN 



• (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
GATCCGTTCT CACACCAAAG AAGAAAACGG TCTGGCTCTG AGCCCGCCGT CTCCGCCGGG 
TGGTTTCCCG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 70 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BE SCH RE I BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0283" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: , 
CTAGCTTACA GGTATTCTTC CGGGATTTCT TCGAAGTCAC CGTTACCACC ACCACCCGGA 
CGCGGGAAAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo O306" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
ACGTAACCCG AATGACAAAT ACGAACCGTT CTGGGAAGAT GAAGAGAAAG GGCCCCA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
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(A) LAngE: 55 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /clesc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo O307" 

" (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 



{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 
CTAGATAAGG AGGAAATAAT ATGAGCAATG AACTTGACCC GCGTCCGTTC CTGCT 55 
20 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 65 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
25 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG: /desc » "Synthetische DNA, 
Nukleotidsequenz fuer Oligo O308" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

CATTCGGGTT ACGTAGCAGG AACGGACGCG GGTCAAGTTC ATTGCTCATA TTATTTCCTC 60 

CTTAT 65 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 
45 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKt)LS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
50 Nukleotidsequenz fuer Oligo O309" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

55 
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(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 22: 
TATGGGGCCC TTTCTCTTCA TCTTCCCAGA ACGGTTCGTA TTTGT 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) SEQUENZKENNZ EICHEN : 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0329" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 23: 
AAGAAATCCC GGAAGAATAC CTGCAATAAG 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZ EI CHEN : 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear . 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo O330" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
CGGTTAAGGC TTGGGGACCG CGGCCGCTGG GTGGTGGTGG TAACGGTGAC TTCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZ EICHEN: 

(A) LANGE: 42 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Synthetische DNA; 
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Nukleotidsequenz fuer Oligo 0331" 
(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
ACCACCACCC AGCGGCCGCG GTCCCCAAGC CTTAACCGGG CT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc « "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0332" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 
CTAGCTTATT GCAGGTATTC TTCCGGGATT TCTTCGAAGT CACCGTTACC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0347" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 
CGGTTGTTGC TTTCCCGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
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(A) 
(B) 
(C) 
(D) 



LANGE: 26 Basenpaare 
ART: Nucleotid 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0348" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 



(xi) 5 EQUENZ BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 28: 
GGCCGCGGGA AAGCAACAAC CGGGCT 26 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: . 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 61 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0572" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZ BESCHREI BUNG: SEQ ID NO: 29: 
CATGGTGTCG GTAGAAGCCT TACCACGGTA GAAGTGGCCG TTACCTTCGT AGCAAGTTTT 60 
A 61 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0573" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) S EQUEN Z BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 30: 

5 GAGATCTGCA GGTATTCTTC CGGGATTTCT TCGAAGTCAC CGTCGTTGTG AGATTCC 57 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 
10 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



15 



20 



(ii) ART DES MOLEK0LS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fur Oligo 0574" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) S EQUEN Z BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 31: 

25 GGTTTCGGAG TACCTTCACC AGTAACGACC TGGTTACCTT TACCGTCG 48 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 69 Basenpaare 
30 (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc » "Synthetische DNA; 
35 Nukleotidsequenz fuer Oligo 0575" 

(iii) HYPOTHETI SCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

40 

(xi) S EQUEN Z BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 32: 
45 GATCCGACGG TAAAGGTAAC CAGTGCGTTA CTGGTGAAGG TACTCCGAAA CCGGAATCTC 60 

ACAACGACG 69 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

50 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

55 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0576" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 
GCCACTTCTA CCGTGGTAAG GCTTCTACCG ACAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0577" 

(iii) HYPOTHETI SCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 
GTGACTTCGA AGAAATCCCG GAAGAATACC TGCAGATCTC TAAAACTTGC TACGAAGGTA 
ACG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 68 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0583" 

(iii) HYPOTHETI SCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 
GCAAACGTTA GAACCTTCGC ACAGGCACAG GTTCTGACCA GATTCAGTGC AGTCAGTGTA 
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CGTAATCA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0584" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 
GATCCCAGGA TGCATTTGTT ACCTTTACC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = -Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0585" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 
GAAGGTTCTA ACGTTTGCGG TAAAGGTAAC AAATGCATCC TGG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 52 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG: /desc = "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0586" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
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(iv) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZ BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 38: 
TATGATTACG TACACTGACT GCACTGAATC TGGTCAGAAC CTGTGCCTGT GC 52 
(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 39: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

15 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc « "Synthetische DNA; 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0616" 



(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 
CTAGCTTATT GTTCAATGTC GTCCAGAGAG AATTCTTCGA AGTCGCTCGG ACCACCACCA 60 
30 CCC 63 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 40: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LftNGE: 63 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREI BUNG : /desc = "Synthetische DNA, 
Nukleotidsequenz fuer Oligo 0617" 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
GGCCGGGTGG TGGTGGTCCG AGCGACTTCG AAGAATTCTC TCTGGACGAC ATTGAACAAT 60 
AAG 63 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 
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■ (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 393 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 

Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys 
1 5 10 15 

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala 
20 25 30 

Thr Val Leu Gin Gin Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gin 
35 40 45 

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg 
50 55 60 

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gin Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro 
85 90 95 

Glu Glu Leu Lys Phe Gin Cys Gly Gin Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe 
100 105 110 

Lys lie lie Gly Gly Glu Phe Thr Thr He Glu Asn Gin Pro Trp Phe 
115 120 125 

Ma Ala He Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys 
130 135 140 

Gly Gly Ser Leu He Ser Pro Cys Trp Val He Ser Ala Thr His Cys 
145 150 155 160 

Phe He Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr He Val Tyr Leu Gly Arg 
165 170 175 

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu 
180 185 190 

Asn Leu He Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His 
195 200 205 

Asn Asp He Ala Leu Leu Lys He Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala 
210 215 220 

Gin Pro Ser Arg Thr He Gin Thr He Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn 
225 230 235 240 

Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu He Thr Gly Phe Gly Lys Glu 
245 250 255 

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys Met Thr Val Val 
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260 265 270 

5 Lys Leu lie Ser His Arg Glu Cys Gin Gin Pro His Tyr Tyr Gly Ser 

275 280 285 

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gin Trp Lys Thr 
290 295 300 

10 Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gin 

305 310 315 320 

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly He Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala 
325 330 335 

15 Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro 

340 345 350 

Trp He Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro 
355 360 365 

20 Val Val Ala Phe Pro Arg Pro Gly Gly Gly Gly Pro Ser Asp Phe Glu 

370 375 380 

Glu Phe Ser Leu Asp Asp He Glu Gin 
385 390 

25 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 306 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

30 (D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEK0LS: Protein 



35 

Ui> SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

Met Ser Asn Glu Leu Asp Pro Arg Pro Phe Leu Leu Arg Asn Pro Asn 

1 5 10 ' 15 

40 Asp Lys Tyr Glu Pro Phe Trp Glu Asp Glu Glu Lys Gly Pro His Met 

20 25 30 

Ser Ser Pro Pro Glu Glu Leu Lys Phe Gin Cys Gly Gin Lys Thr Leu 
35 40 45 

45 Arg Pro Arg Phe Lys He He Gly Gly Glu Phe Thr Thr He Glu Asn 

50 55 60 

Gin 'Pro Trp Phe Ala Ala He Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val 
65 70 75 80 
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Thr Tyr Val Cys Gly Gly Ser Leu He Ser Pro Cys Trp Val He Ser 

85 90 95 

Ala Thr His Cys Phe He Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr He Val 

100 105 110 
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Tyr Leu Gly Arg Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Met Lys 
115 120 125 

Phe Glu Val Glu Asn Leu He Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr 
130 135 140 

Leu Ala His His Asn Asp lie Ala Leu Leu Lys He Arg Ser Lys Glu 
145 150 155 160 

Gly Arg Cys Ala Gin Pro Ser Arg Thr He Gin Thr He Cys Leu Pro 
165 170 175 

Ser Met Tyr Asn Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu He Thr Gly 
180 185 190 

Phe Gly Lys Glu Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys 
195 200 205 

Met Thr Val Val Lys Leu He. Ser His Arg Glu Cys Gin Gin Pro His 
210 215 220 

Tyr Tyr Gly Ser Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro 
225 230 235 240 

Gin Trp Lys Thr Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val 
245 250 255 

Cys Ser Leu Gin Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly He Val Ser Trp Gly 
260 265 270 

Arg Gly Cys Ala Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser 
275 280 285 

His Phe Leu Pro Trp He Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu 
290 295 300 

Ala Leu 
305 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 43: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 331 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
<C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 

Met Ser Asn Glu Leu Asp Pro Arg Pro Phe Leu Leu Arg Asn Pro Asn 

1 5 10 15 

Asp Lys Tyr Glu Pro Phe Trp Glu Asp Glu Glu Lys Gly Pro His Met 

20 25 30 

Ser Ser Pro Pro Glu Glu Leu Lys Phe Gin Cys Gly Gin Lys Thr Leu 

35 40 45 
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Arg Pro Arg Phe Lys lie lie Gly Gly Glu Phe Thr Thr lie Glu Asn 
50 55 60 

Gin Pro Trp Phe Ala Ala lie Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val 
65 70 75 80 

Thr Tyr Val Cys Gly Gly Ser Leu lie Ser Pro Cys Trp Val He Ser 
85 90 95 

Ala Thr His Cys Phe He Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr He Val 
100 105 110 

Tyr Leu Gly Arg Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Giu Met Lys 
115 120 125 

Phe Glu Val Glu Asn Leu He Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr 
130 135 140 

Leu Ala His His Asn Asp He Ala Leu Leu Lys He Arg Ser Lys Glu 
145 150 155 160 

Gly Arg Cys Ala Gin Pro Ser Arg Thr He Gin Thr He Cys Leu Pro 
165 170 175 

Ser Met Tyr Asn Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu He Thr Gly 
180 185 190 

Phe Gly Lys Glu Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys 
195 200 205 

Met Thr Val Val Lys Leu He Ser His Arg Glu Cys Gin Gin Pro His 
210 215 220 

Tyr Tyr Gly Ser Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro 
225 230 235 240 

Gin Trp Lys Thr Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val 
245 250 255 

Cys Ser Leu Gin Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly He Val Ser Trp Gly 
260 265 270 

Arg Gly Cys Ala Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser 
275 280 285 

His Phe Leu Pro Trp lie Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu 
290 295 300 

Ala Leu Ser Pro Val Lys Ala Phe Pro Arg Pro Gly Gly Gly Gly Asn 
305 310 315 320 

Gly Asp Phe Glu Glu He Pro Glu Glu Tyr Leu 
325 330 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) IANGE: 432 Aminosauren 

(B) ART: Amino sau re 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK0LS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 

Met He Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gin Asn Leu Cys Leu 
15 10 15 

Cys Glu Gly Ser Thr Val Cys Gly Lys Gly Asn Lys Cys He Leu Gly 
20 25 30 

Ser Asn Gly Lys Gly Asn Gin Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr Pro Lys 
35 40 . 45 

Pro Glu Ser His Asn Asn Gly Asp Phe Glu Glu He Pro Glu Glu Tyr 
50 55 60 

Leu Gin He Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg 
65 70 75 80 

Gly Lys Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn 
85 90 95 

Ser Ala Thr Val Leu Gin Gin Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala 
100 105 110 

Leu Gin Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn 
115 120 125 

Arg Arg Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gin Val Gly Leu Lys Pro Leu Val 
130 135 140 

Gin Glu Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser 
145 150 155 160 

Pro Pro Glu Glu Leu Lys Phe Gin Cys Gly Gin Lys Thr Leu Arg Pro 
165 170 175 

Arg Phe Lys He He Gly Gly Glu Phe Thr Thr He Glu Asn Gin Pro 
180 185 190 

Trp Phe Ala Ala He Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr 
195 200 205 

Val Cys Gly Gly Ser Leu He Ser Pro Cys Trp Val He Ser Ala Thr 
210 215 220 

His Cys Phe He Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr He Val Tyr Leu 
225 230 235 240 

Gly Arg Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Met Lys Phe Glu 
245 250 255 

Val Glu Asn Leu He Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala 
260 265 270 

His His Asn Asp He Ala Leu Leu Lys He Arg Ser Lys Glu Gly Arg 
275 280 285 
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Cys Ala Gin Pro Ser Arg Thr He Gin Thr He Cys Leu Pro Ser Met 
290 295 300 

Tyr Asn Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu He Thr Gly Phe Gly 
305. 310 315 ^ 320 

Lys Glu Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys Met Thr 
325 330 335 

Val Val Lys Leu He Ser His Arg Glu Cys Gin Gin Pro His Tyr Tyr 
340 345 350 

Gly Ser Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gin Trp 
355 360 365 

Lys Thr Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser. Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser 
370 375 380 

Leu Gin Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly He Val Ser Trp Gly Arg Gly 
20 385 390 395 400 

Cys Ala Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe 
405 410 415 



10 



15 



25 



Leu Pro Trp He Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu 
420 425 430 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
30 (A) LANGE: 21 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) ART DES MOLEK0LS: Protein 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: Modif ied-site 

(B) LAGE:1..21 

40 (D) SONSTIGE ANGABEN : /product = "Xaa" 

/label= Xaa 

/note= "Pos 1: Xaa = Pro, Val; 

Pos 4: Xaa = Leu, Peptidbindung 

Pos 21: Xaa = Gin, Hydroxylgruppe, Peptidbindung" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

Xaa Arg Pro Xaa Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe Glu Glu lie Pro 
15 10 15 

Glu Glu Tyr Leu Xaa 
20 
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PatentansprOche 

1. Proteine mit fibrinolytischen und gerinnungshemmenden Eigenschaften, die am N- und/oder C-terminalen Ende 
der Plasminogen aktivierenden Aminosauresequenz mit einer Thrombin und/oder Faktor Xa hemmenden Amino- 
5 sauresequenz verknupft sind, wobei solche Proteine ausgeschlossen sind, in denen die Plasminogen aktivierende 
Aminosauresequenz 4 ?Ser bis 411 Leu der unglycosylierten Prourokinase am C-terminalen Ende mit einer Peptid- 
sequenz der Formel 



Ti-Arg-Pro-T2-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu- 

Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-T 3 

(SEQ ID NO:l) 

75 

Oder 



Ti-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr- 
Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu 
(SEQ ID NO: 2) 

25 

Oder 

30 

Ti-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-Ile-Asp- 
Glu-Glu-Glu-Lys 
(SEQ ID NO: 3) 

35 

mit T 1 Pro Oder Val, T 2 Leu Oder eine direkte Bindung zwischen Pro und Gly und T3 Gin oder eine Hydroxylgruppe 
verknupft ist. 

40 2. Proteine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz die 
unveranderte Aminosauresequenz der Prourokinase, mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion 
und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz der Prourokinase, die unveranderte Aminosauresequenz der 
Urokinase, mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosaurese- 
quenz der Urokinase, die unveranderte Aminosauresequenz des Gewebeplasminogenaktivators (t-PA), mindestens 

45 eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz von t-PA, die unver- 
anderte Aminosauresequenz des Fledermaus-Plasminogenaktivators (bat-PA), mindestens eine durch Deletion, 
Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz von bat-PA und/oder die Aminosaurese- 
quenz von Streptokinase, Staphylokinase und/oder APSAC enthait. 

so 3. Proteine nach Anspruch 2, durch gekennzeichnet, daB die Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz die 
unveranderte Aminosauresequenz von Prourokinase, mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion 
und/oder Addition modifizierte Aminosauresequenz der Prourokinase, die unveranderte Aminosauresequenz von 
t-PA und/oder mindestens eine durch Deletion, Substitution, Insertion und/oder Addition modifizierte Aminosaure- 
sequenz von t-PA enthait. 

55 

4. Proteine nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB die Plasminogen aktivierende Aminosauresequenz aus 
der unveranderten, aus 41 1 Aminosauren bestehenden Sequenz der Prourokinase, aus der Aminosauresequenz 
47 Ser bis 41 1 Leu der Prourokinase, aus der Aminosauresequenz 1 38Ser bis 41 1 Leu der Prourokinase, aus der unver- 



35 




EP0712934A2 



anderten. aus 527 Aminosauren bestehenden Sequenz von t-PA, aus der Aminosauresequenz Ser-89Arg bis 527 Pro 
von t-PA und/oder aus der Aminosauresequenz i? 4 Ser bis s^Pro von t-PA besteht 

Proteine nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thrombin und/oder 
Faktor Xa hemmende Aminosauresequenz mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirudin-Eigenschaften, min- 
destens eine vom humanen Thrombinrezeptor abgeleitete Aminosauresequenz, mindestens eine Aminosaurese- 
quenz mit Hirullin-Eigenschaften t Antistasin und/oder Tick Antikoagulant Peptide (TAP) errthait. 

6. Proteine nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thrombin und/oder Faktor Xa hemmende Aminosau- 
io resequenz mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirudin-Eigenschaften, mindestens eine vom humanen 

Thrombinrezeptor abgeleitete Aminosauresequenz und/oder mindestens eine Aminosauresequenz mit Hirullin- 
Eigenschaften enthalt. 

7. Proteine nach Anspruchen 5 und/oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Thrombin und/oder Faktor Xa hemmende 
is Aminosauresequenz die aus 65 Aminosauren bestehende Sequenz des Hirudins, und/oder mindestens eine Ami- 
nosauresequenz der Formeln 

20 T 1 -Arg-Pro-T 2 -Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu- 
Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-T3 
(SEQ ID NO:45) 

25 

und/oder 



30 T 4-He-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn- 
Leu-Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Lys-Gly- 
Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Lys-Gly-Asn-Gln- 
Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Glu-Ser-His- 

35 

Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu- 
Gln 

(SEQ ID NO: 4) 

40 

und/oder 

45 

Ti-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr- 
Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu 
(SEQ ID NO: 2) 

50 

und/oder 
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Ts-Ser-Asn-Glu-Leu-Asp-Pro-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg- 
Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu- 
Glu-Lys-Gly-Pro-His-Met 
(SEQ ID NO:5) 

und/oder 

T 1 -Arg-Pro-T 2 -Gly-Gly-Gly-Gly-Pro-Ser-Asp-Phe-Glu-Glu- 

Phe-Ser-Leu-Asp-Asp-Ile-Glu-Gln 

(SEQ ID NO: 6) 

und/oder 

Ti-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-Ile-Asp- 
Glu-Glu-Glu-Lys 
(SEQ ID NO: 3) 

mit Pro oder Val, T 2 Leu Oder eine direkle Bindung zwischen Pro und Gly, T3 Gin, eine Hydroxylgruppe Oder eine 
direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure, T 4 Met, lie Oder eine direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure 
und T 5 Met Oder eine direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure 
enthdtt. 

8. Proteine nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB die Plasminogen akti- 
vierende Aminosduresequenz am N- und/oder C-terminalen Ende direkt, uber Isoleucin oder uber eine Peptidse- 
quenz der allgemeinen Formeln 

Ser-X r X r X 3 -X4-X5-X6-X7 (SEQ ID NO:7) 
oder 

He-Ser-XrXrXa-X^Xs-Xe-Xr (SEQ ID NO:8) 

in der X, Pro oder Leu, X 2 Gly, Val oder Pro, X3 Lys, Val, Arg, Gly oder Glu, X4 Ala, Val, Gly, Leu oder He, X 5 Gly, 
Phe. Trp, Tyr oder Val, Xe Gly, Pro Oder eine direkle Bindung zur benachbarten Aminosaure und X 7 He oder eine 
direkte Bindung zur benachbarten Aminosaure ist, 

mit der Thrombin und/oder Faktor Xa hemmenden Aminosauresequenz verknupft ist 

9. Plasmide zur Gewinnung eines Proteins mitf ibrinolytischen Eigenschaften gemafl den Anspruchen 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Operon einen regulierbaren Promoter, eine als Ribosomenbindestelle wirksame Shine- 
Dalgarno-Sequenz, ein Startcodon, ein synthetisches Strukturgen fQr ein Protein mit f ibrinolytischen Eigenschaften 
gemaB den Anspruchen 1 bis 9 und stromabwarts vom Strukturgen 1 oder 2 Terminatoren aufweist und daB die 
Plasmide zur Expression des Proteins mitf ibrinolytischen Eigenschaften in Stammen von Escherischia coli geeignet 
sind. 

10. Plasmide nach Anspruch 9. ausgewahlt aus der Gruppe pWLT27, pWSl , pSE8 und pHW56. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung von P las mid en nach einem oder beiden der AnsprOche 9 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, 
daB man diese aus den Plasmiden pBlueskript KS II+, pUC8 p pSL1 190 und pGR201 gemdB Abbildungen 1 bis 17 
gewinnt. 
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12. Verwendung eines Plasmids nach einem Oder beiden der Anspruche 9 bis 10 zur Gewinnung eines Proteins mit 
fibrinolytischen Eigenschaften gemaB AnsprOchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daG man mit einem Plasmid 
einen Escherischia coli-Stamm in an sich bekannter Weise transformiert, die Expression des Strukturgens induziert, 
das gebildete Vorstufenprotein vom Medium und den lysierten Bakterienzelten abtrenrrt, solubilisiert und anschlie- 

5 Send durch Einwirkung eines Redox-Systems zum Protein mit fibrinolytischen Eigenschaften ruckfaltet. 

13. Thrombolytikum, das als Wirkstoff ein Protein gemSB den AnsprOchen 1 bis 8 enthait. 

14. Thrombolytikum nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet. da3 es zur Bolusapplikation geeignet ist. 

w 
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Verdauung mit BaniHl und Clal, 

isolation des grossen 

Restriktionsf ragmentes von 

pBluescriptKSIl+ 

und des kleinen Rest rikt ions - 

£ ragmentes von pGR201, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden des 

pBluescriptKSII* Fragment es, 

Ligation, 

Transformation in E. coli 




Abbildung 1 
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Verdauung mit Nhel und BamHI, 
isolation des grossen Restrictions - 
f ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5' Enden, 
Ligation mit synthetischer DNA 
aus Oligos 0265, 0281, 0282, 0283, 
Transformation in E. coli 




Abbildung 2 
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Verdauung mit BamHI und HindIII # 

Isolation des grossen 

Restriktionsf ragmentes von pUC8 

und des kleinen Restriktionsf ragmentes 

von pGR201, 

Dephosphorylierung der 5* Enden des pUC8 

Fragmentes, 

Ligation, 

Transformation in E. coli 




Hindlll 



Abbildung 3 
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[I 



Verdauung mit BamHI und Clal, 
Isolation des grossen 
Restriktionsfragmentes von pSJ70 
und des kleinen Fragmentes von pSJ68, 
Dephosphorylierung der 5 1 Enden des 
PSJ70 Fragmentes, 
Ligation, 

Transformation in E. coli 




Abbildung 4 
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verdauung mit Banll und Nhel, 

isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden, 

Ligation mit synthetischer DNA aus 

Oligos O 220 und O 221, 

Transformation in E. coli 




Hindlll 



Abbildung 5 
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Verdauung mit Banll und Nhel, 
Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 
Dephosphorylierung der 5' Enden, 
Ligation mit synthetischer DNA 
aus Oligos 0329, 0330 , 0331, 0332, 
y j Transformation in E. coll 




Hindlll 



Abb il dung 6 
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Verdauung mit Ndel und Ncol, 
Isolation des gross en 
Restrict ionsf ragmentes , 
Dephosphorylierung der 5 1 Enden, 
Ligation mit synthetischer DNA 
aus Oligos 0105 und 0106, 
Transformation in E. coli 
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Nhel 
Clal 
indlll 



BamHl 




pSJ72 I 

J— BamHI 



Hindlll 



Verdauung mit BamHI und Hindlll, 
Isolation des grossen 
Restriktionsf ragmentes von pSJ4l 
und des kleinen Fragmentes 
von pSJ72, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden 
des pSJ4l Fragmentes, 
Ligation, 

Transformation in E. coli 
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PSJ80 

/-BamHI 
y^Banll 

^ Y^*Nhei"~ NotI 

\ Clal 
HindHI 

Verdauung mit Banli und Not I, 
Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 
Dephosphorylierung der 5" Enden, 
Ligation mit synthetischer DNA 
aus Oligos 0 347 und 0 348, 
w Transf ormation in E. coli 
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PSJ89 



BamHI 



Nhel 
Clal 
Hindlll 



BamHI 
-Banll 

^NheI~ NotI 
Clal 
Hindlll 



Verdauung mit BamHI und Hindlll, 
Isolation des grossen 
Restriktionsf ragmentes von pSJ41 
und des kleinen Pragmentes von pSJ89, 
Dephosphorylierung der 5 9 Enden des 
pSJ4l Fragment es, 
Ligation, 

Transformation in E. coli 
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Verdauung mit Notl und Nhel, 

Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden, 

Ligation mit synthetischer DNA 

aus Oligos 0 616 und 0 617, 

Transformation in E. coli 
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Verdauung mit Ndel und Sad, 

Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden, 

Ligation mit synthetischer DMA 

aus Oligos 0 27-1 und 0 27 -2 f 

Transformation in E. coli 




Abbildung 12 



50 



EP0712 934A2 



Xbal 




Verdauung mit Ndel und Xbal, 

Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5' Enden, 

Ligation mit synthetischer DNA 

aus Oligos 0 306, 0 307, O 308 und O 309, 

Transformation in E. coli 

Xbal 
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Verdauung mit BamHI und Hindlll, 
isolation des grossen 
Restriktionsfragmentes von pWLT27 
und des kleinen Fragment es von pSJ76 , 
Dephosphorylierung der 5 1 Enden des 
pWLT27 Fragmentes, 
Ligation, 

Transformation in E. coli 
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Verdauung mit BamHI und Ncol, 

Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5 1 Enden, 

Ligation mit synthetischer DNA aus 

Oligos O 572, O 573, O 574, 0 575, O 576 und O 577, 
Transformation in E. coli 




Abbildung 15 
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Verdauung mit BamHI und Ndel, 

Isolation des grossen Restriktionsf ragmentes, 

Dephosphorylierung der 5» Enden, 

Ligation mit synthetischer DNA aus 

Oligos 0 583, 0 584, 0 585 und 0 586, 

Transformation in E. coli 




Abbildung 16 
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Verdauung mit BamHl und Ncol bzw. Ndel 
von pSLOl und pSL02 und mit Ncol und 
Ndel von pSJ4l, Isolation des grossen 
Restriktionsf ragmentes von pSJ4l 
und jeweils des kleinen Fragmentes 
von pSLOl und pSL02, 
Dephosphorylierung der 5' Enden 
des pSJ41 Fragment es, 
Ligation, 

Transformation in E. coli 




Abbildung 17 
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Abbildung 18: Aminosauresequenz von M36 (SEQ ID NO: 41) 

Met-Ser-Lys-Thr-Cys-Tyr-Glu-Gly-Asn-Gly-His-Phe-Tyr-Arg- 
Gly-Lys-Ala-Ser-Thr-Asp-Thr-Met-Gly-Arg-Pro-Cys-Leu-Pro- 
Trp-Asn-Ser-Ala-Thr-Val-Leu-Gln-Gln-Thr-Tyr-His-Ala-His- 
Arg-Ser-Asp-Ala-Leu-Gln-Leu-Gly-Leu-Gly-Lys-His-Asn-Tyr- 
Cys-Arg-Asn-Pro-Asp-Asn-Arg-Arg-Arg-Pro-Trp-Cys-Tyr-Val- 
Gln-Val-Gly-Leu-Lys-Pro-Leu-Val-Gln-Glu-Cys-Met-Val-His- 
Asp-Cys-Ala-Asp-Gly-Lys-Lys-Pro-Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-Glu- 
Leu-Lys-Phe-Gln-Cys-Gly-Gln-Lys-Thr-Leu-Arg-Pro-Arg-Phe- 
Lys-Ile-Ile-Gly-Gly-Glu-Phe-Thr-Thr-Ile-Glu-Asn-Gln-Pro- 
Trp-Phe-Ala-Ala-Ile-Tyr-Arg-Arg-His-Arg-Gly-Gly-Ser-Val- 
Thr-Tyr-Val-Cys-Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Ser-Pro-Cys-Trp-Val- 
Ile-Ser-Ala-Thr-His-Cys-Phe-Ile-Asp-Tyr-Pro-Lys-Lys-Glu- 
Asp-Tyr-Ile-Val-Tyr-Leu-Gly-Arg-Ser-Arg-Leu-Asn-Ser-Asn- 
Thr-Gln-Gly-Glu-Met-Lys-Phe-Glu-Vai-Glu-Asn-Leu-Ile-Leu- 
His-Lys-Asp-Tyr-Serr-Ala-Asp-Thr-Leu-Ala-His-His-Asn-Asp- 
Ile-Ala-Leu-Leu-Lys-Ile-Arg-Ser-Lys-Glu-Gly-Arg-Cys-Ala- 
Gln-Pro-Ser-Arg-Thr-Ile-Gln-Thr-Ile-Cys-Leu-Pro-Ser-Met- 
Tyr-Asn-Asp-Pro-Gln-Phe-Gly-Thr-Ser-Cys-Glu-Ile-Thr-Gly- 
Phe-Gly-Lys-Glu-Asn-Ser-Thr-Asp-Tyr-Leu-Tyr-Pro-Glu-Gln- 
Leu-Lys-Met-Thr-Val-Val-Lys-Leu-Ile-Ser-His-Arg-Glu-Cys- 
Gln-Gln-Pro-His-Tyr-Tyr-Gly-Ser-Glu-Val-Thr-Thr-Lys-Met- 
Leu-Cys-Ala-Ala-Asp-Pro-Gln-Trp-Lys-Thr-Asp-Ser-Cys-Gln- 
Gly-Asp-Ser-Gly-Gly-Pro-Leu-Val-Cys-Ser-Leu-Gln-Gly-Arg- 
Met-Thr-Leu-Thr-Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly-Arg-Gly-Cys-Ala- 
Leu-Lys-Asp-Lys-Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Arg-Val-Ser-His-Phe- 
Leu-Pro-Trp-Ile-Arg-Ser-His-Thr-Lys-Glu-Glu-Asn-Gly-Leu- 
Ala-Leu-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-Gly-Gly- 
Gly-Pro-Ser-Asp-Phe-Glu-Glu-Phe-Ser-Leu-Asp-Asp-Ile-Glu- 
Gln 



56 



f 



EP0712 934A2 



Abbildung 19: Aminosauresequenz von M 51 (SEQ ID NO: 42) 

Met-Ser-Asn-Glu-Leu-Asp-Pro-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn- 
Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys- 
Gly-Pro-His-Met-Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-Glu-Leu-Lys-Phe-Gln- 
Cys-Gly-Gln-Lys-Thr-Leu-Arg-Pro-Arg-Phe-Lys-Ile-Ile-Gly- 
Gly-Glu-Phe-Thr-Thr-Ile-Glu-Asn-Gln-Pro-Trp-Phe-Ala-Ala- 
Ile-Tyr-Arg-Arg-His-Arg-Gly-Gly-Ser-Val-Thr-Tyr-Val-Cys- 
Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Ser-Pro-Cys-Trp-Val-Ile-Ser-Ala-Thr- 
His-Cys-Phe-Ile-Asp-Tyr-Pro-Lys-Lys-Glu-Asp-Tyr-Ile-Val- 
Tyr-Leu-Gly-Arg-Ser-Arg-Leu-Asn-Ser-Asn-Thr-Gln-Gly-Glu- 
Met-Lys-Phe-Glu-Val-Glu-Asn-Leu-Ile-Leu-His-Lys-Asp-Tyr- 
Ser-Ala-Asp-Thr-Leu-Ala-His-His-Asn-Asp-Ile-Ala-Leu-Leu- 
Lys-Ile-Arg-Ser-Lys-Glu-Gly-Arg-Cys-Ala-Gln-Pro-Ser-Arg- 
Thr-Ile-Gln-Thr-Ile-Cys-Leu-Pro-Ser-Met-Tyr-Asn-Asp-Pro- 
Gln-Phe-Gly-Thr-Ser-Cys-Glu-Ile-Thr-Gly-Phe-Gly-Lys-Glu- 
Asn-Ser-Thr-Asp-Tyr-Leu-Tyr-Pro-Glu-Gln-Leu-Lys-Met-Thr- 
Val-Val-Lys-Leu-Ile-Ser-His-Arg-Glu-Cys-Gln-Gln-Pro-His- 
Tyr-Tyr-Gly-Ser-Glu-Val-Thr-Thr-Lys-Met-Leu-Cys-Ala-Ala- 
Asp-Pro-Gln-Trp-Lys-Thr-Asp-Ser-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly- 
Gly-Pro-Leu-Val-Cys-Ser-Leu-Gln-Gly-Arg-Met-Thr-Leu-Thr- 
Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly-Arg-Gly-Cys-Ala-Leu-Lys-Asp-Lys- 
Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Arg-Val-Ser-His-Phe-Leu-Pro-Trp-Ile- 
Arg-Ser-His-Thr-Lys-Glu-Glu-Asn-Gly-Leu-Ala-Leu 
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Abbildung 20: Aminosauresequenz von M5112 (SEQ ID NO: 43) 

Met-Ser-Asn-Glu-Leu-Asp-Pro-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn- 

Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-Glu-Glu-Lys- 

Gly-Pro-His-Met-Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-Glu-Leu-Lys-Phe-Gln- 

Cys-Gly-Gln-Lys-Thr-Leu-Arg-Pro-Arg-Phe-Lys-Ile-Ile-Gly- 

Gly-Glu-Phe-Thr-Thr-Ile-Glu-Asn-Gln-Pro-Trp-Phe-Ala-Ala- 

Ile-Tyr-Arg-Arg-His-Arg-Gly-Gly-Ser-Val-Thr-Tyr-Val-Cys- 

Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Ser-Pro-Cys-Trp-Val-Ile-Ser-Ala-Thr- 

His-Cys-Phe-Ile-Asp-Tyr-Pro-Lys-Lys-Glu-Asp-Tyr-Ile-Val- 

Tyr-Leu-Gly-Arg-Ser-Arg-Leu-Asn-Ser-Asn-Thr-Gln-Gly-Glu- 

Met-Lys-Phe-Glu-Val-Glu-Asn-Leu-Ile-Leu-His-Lys-Asp-Tyr- 

Ser-Ala-Asp-Thr-Leu-Ala-His-His-Asn-Asp-Ile-Ala-Leu-Leu- 

Lys-Ile-Arg-Ser-Lys-Glu-Gly-Arg-Cys-Ala-Gln-Pro-Ser-Arg- 

Thr-Ile-Gln-Thr-Ile-Cys-Leu-Pro-Ser-Met-Tyr-Asn-Asp-Pro- 

Gln-Phe-Gly-Thr-Ser-Cys-Glu-Ile-Thr-Gly-Phe-Gly-Lys-Glu- 

Asn-Ser-Thr-Asp-Tyr-Leu-Tyr-Pro-Glu-Gln-Leu-Lys-Met-Thr- 

Val-Val-Lys-Leu-Ile-Ser-His-Arg-Glu-Cys-Gln-Gln-Pro-His- 

Tyr-Tyr-Gly-Ser-Glu-Val-Thr-Thr-Lys-Met-Leu-Cys-Ala-Ala- 

Asp-Pro-Gln-Trp-Lys-Thr-Asp-Ser-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly- 

Gly-Pro-Leu-Val-Cys-Ser-Leu-Gln-Gly-Arg-Met-Thr-Leu-Thr- 

Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly-Arg-Gly-Cys-Ala-Leu-Lys-Asp-Lys- 

Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Arg-Val-Ser-His-Phe-Leu-Pro-Trp-Ile- 

Arg-Ser-His-Thr-Lys-Glu-Glu-Asn-Gly-Leu-Ala-Leu-Ser-Pro- 

Val-Lys-Ala-Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp- 

Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu 
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Abbildung 21: Aminosauresequenz von M 43 (SEQ ID NO: 44) 

Met-Ile-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu- 
Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Lys-Gly-Asn-Lys- 
Cys-Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Lys-Gly-Asn-Gln-Cys-Val-Thr- 
Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp- 
Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-Ile-Ser-Lys-Thr- 
Cys-Tyr-Glu-Gly-Asn-Gly-His-Phe-Tyr-Arg-Gly-Lys-Ala-Ser- 
Thr-Asp-Thr-Met-Gly-Arg-Pro-Cys-Leu-Pro-Trp-Asn-Ser-Ala- 
Thr-Val-Leu-Gln-Gln-Thr-Tyr-His-Ala-His-Arg-Ser-Asp-Ala- 
Leu-Gln-Leu-Gly-Leu-Gly-Lys-His-Asn-Tyr-Cys-Arg-Asn-Pro- 
Asp-Asn-Arg-Arg-Arg-Pro-Trp-Cys-Tyr-Val-Gln-Val-Gly-Leu- 
Lys-Pro-Leu-Val-Gln-Glu-Cys-Met-Val-His-Asp-Cys-Ala-Asp- 
Gly-Lys-Lys-Pro-Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-Glu-Leu-Lys-Phe-Gln- 
Cys-Gly-Gln-Lys-Thr-Leu-Arg-Pro-Arg-Phe-Lys-Ile-Ile-Gly- 
Gly-Glu-Phe-Thr-Thr-Ile-Glu-Asn-Gln-Pro-Trp-Phe-Ala-Ala- 
Ile-Tyr-Arg-Arg-His-Arg-Gly-Gly-Ser-Val-Thr-Tyr-Val-Cys- 
Gly-Gly-Ser-Leu-Ile-Ser-Pro-Cys-Trp-Val-Ile-Ser-Ala-Thr- 
His-Cys-Phe-Ile-Asp-Tyr-Pro-Lys-Lys-Glu-Asp-Tyr-Ile-Val- 
Tyr-Leu-Gly-Arg-Ser-Arg-Leu-Asn-Ser-Asn-Thr-Gln-Gly-Glu- 
Met-Lys-Phe-Glu-Val-Glu-Asn-Leu-Ile-Leu-His-Lys-Asp-Tyr- 
Ser-Ala-Asp-Thr-Leu-Ala-His-His-Asn-Asp-Ile-Ala-Leu-Leu- 
Lys-Ile-Arg-Ser-Lys-Glu-Gly-Arg-Cys-Ala-Gln-Pro-Ser-Arg- 
Thr-Ile-Gln-Thr-Ile-Cys-Leu-Pro-Ser-Met-Tyr-Asn-Asp-Pro- 
Gln-Phe-Gly-Thr-Ser-Cys-Glu-Ile-Thr-Gly-Phe-Gly-Lys-Glu- 
Asn-Ser-Thr-Asp-Tyr-Leu-Tyr-Pro-Glu-Gln-Leu-Lys-Met-Thr- 
Val-Val-Lys-Leu-Ile-Ser-His-Arg-Glu-Cys-Gln-Gln-Pro-His- 
Tyr-Tyr-Gly-Ser-Glu-Val-Thr-Thr-Lys-Met-Leu-Cys-Ala-Ala- 
Asp-Pro-Gln-Trp-Lys-Thr-Asp-Ser-Cys-Gln-Gly-Asp-Ser-Gly- 
Gly-Pro-Leu-Val-Cys-Ser-Leu-Gln-Gly-Arg-Met-Thr-Leu-Thr- 
Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly-Arg-Gly-Cys-Ala-Leu-Lys-Asp-Lys- 
Pro-Gly-Val-Tyr-Thr-Arg-Val-Ser-His-Phe-Leu-Pro-Trp-Ile- 
Arg-Ser-His-Thr-Lys-Glu-Glu-Asn-Gly-Leu-Ala-Leu 
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